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1. UVOD

1.1.  Definicija osteoartritisa

Osteoartritis (OA) je degenerativna bolest zglobova koja uzrokuje progresivno
oSte¢enje zglobne hrskavice i okolnih struktura zgloba te je Cest uzrok boli i invaliditeta
starije populacije (1-3). OA kuka je jedan od naj¢esc¢ih oblika OA i znatno utjece na kvalitetu
zivota oboljelih, a ima i1 znaCajan negativan ekonomski ucinak na druStvo zbog smanjene
sposobnosti radno aktivnog stanovniStva 1 troSkova lijeCenja (4, 5). Prevalencija
simptomatskog OA kuka iznosi 9,2% u populaciji starijoj od 45 godina (6). OA je definiran
kao kroni¢na bolest cijelog zgloba Sto ukljucuje zglobnu hrskavicu, podleze¢u subhondralnu
kost, sinovijalnu ovojnicu, ligamente i okolne tetive. Patoloske promjene ukljucuju razgradnju
hrskavice, upalu sinovijalne ovojnice, sklerozaciju subhondralne kosti, stvaranje osteofita te

degeneraciju ligamenata i tetiva (2, 3) .

1.2.  Sastav i struktura zglobne hrskavice

Zglobna hrskavica sadrZi samo jednu vrstu stanica, hondrocite koji sacinjavaju tek 1%
volumena hrskavice (7). Ne sadrzi krvne 1 limfne Zile niti Zivce. Hondrociti razli¢itih zona
hrskavice razlikuju se oblikom 1 veli¢inom te su okruzeni ekstracelularnim matriksom (ECM)
koji sprjeCava medusobni kontakt hondrocita. Zreli hondrociti su sfericnog oblika i
sintetiziraju kolagen tip II, proteoglikane i nekolagenske bjelanc¢evine. Starenjem hondrocita,
smanjuje se njihova sposobnost proizvodnje proteoglikana kao 1 odgovor na djelovanje
anabolickih faktora (8). Normalna homeostaza ECM se odvija tako da se razgradene
komponente matriksa zamijenjuju novima koje sintetiziraju hondrociti. Ostarjeli hondrociti ne

mogu ispuniti tu funkciju te dolazi do razgradnje i promjene sastava ECM.

Osnovne sastavnice ECM su voda i strukturne molekule u koje se ubrajaju
proteoglikani u nakupinama (agrekani), kolageni i1 glikoproteini. Oko 80% mase hrskavice jest
voda. Mehanicka svojstva hrskavice ovise o nacinu vezanja vode sa makromolekulama (9).
Negativno nabijenim molekulama proteoglikana protutezu ¢ine pozitivno nabijeni kationi,

pretezno kationi natrija koji se nalaze u vodenoj komponenti ekstracelularnog matriksa (10).

1



Najzastupljenija makromolekula ECM jest kolagen koji safinjava mrezu vlakana, a koja
hrskavici daje oblik i vla¢nu ¢vrstoéu. S mrezom kolagena se vezu proteoglikani i
glikokoproteini. Udio kolagena tip II u ukupnom kolagenu zglobne hrskavice iznosi 90-95%.
Ostali tipovi kolagena su tipovi III, VI, IX, X, XI XII 1 XIV (11). Kolagen ¢ini oko 2/3
ukupne mase hrskavice. Proteoglikani se sastoje od proteinske jezgre i jednog ili viSe lanaca
negativno nabijenih glikozaminoglikana. Glikozaminoglikani zglobne hrskavice su: dermatan
sulfat, hondroitin sulfat, hijaluronska kiselina, keratan sulfat i heparan sulfat. Veliki
proteoglikani u nakupinama, odnosno agrekani, ¢ine oko 90 % glikozaminoglikana, dok su

ostatak manji proteoglikani kao $to su biglikan i fibromodulin (12).

Zglobna hrskavica je organizirana u 4 zone: povrSinsku, prijelaznu, duboku i zonu
kalcificirane hrskavice (Slika 1). Hondrociti pojedinih zona se razlikuju oblikom, veli¢inom i
orijentacijom. Kolagena vlakna i hondrociti povrSinske zone su paralelni sa zglobnom
povrSinom, a prema dubljim zonama orijentacija je sve okomitija. Sadrzaj vode 1
proteoglikana kao 1 mehanicka svojstva hrskavice su razli¢iti medu zonama. Tako je

primjerice u povrsinskoj zoni najveéi sadrzaj vode i kolagena, a najmanji proteoglikana.
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Slika 1. Zone zdrave zglobne hrskavice s prostornom organizacijom hondrocita i kolagenih
vlakana (shema); patohistoloski i shematski prikaz.

Ekstracelularni matriks se dijeli u tri zone: pericelularni matriks, teritorijalni 1
ekstrateritorijalni matriks. Pericelularni i teritorijalni matriks povezuju stanicne membrane

hondrocita s molekulama proteoglikana 1 Stite hondrocite prilikom deformacije hrskavice



uzrokovane optere¢enjem. Uloga interteritorijalnog matriksa je pruzanje mehanicke potpore

hrskavici (7).

1.3. Etiologija i ucestalost osteoartritisa

Osteoartritis se dijeli na primarni i sekundarni. Uzrok primarnog OA je nepoznat, a
etiologija je multifaktorijalna. Cimbenici rizika su dob, spol, prekomjerna tjelesna tezina i
genetska predispozicija (13, 14). Znatno je ¢eS¢i u starijoj dobi, vecina populacije starije od
65 godina, ima radioloski pozitivan OA jednog ili viSe zglobova (15). Ucestalost je veca u
zena, vjerojatno zbog razli¢itih hormonskih utjecaja. Kod pretilih osoba OA se razvija u
ranijoj dobi i1 ima tezu klini¢ku sliku, a ishod operacija aloartroplasti¢nih zamjena zglobova je
loSiji. Vjerojatni je razlog, osim povecanog opterecenja zglobova, poviSena koncentracija
adipokina, cirkuliraju¢ih hormona masnog tkiva (16). Debljina doprinosi sustavnoj upali
niskog stupnja te su u cirkulaciji pretilih osoba pronadene povisene koncentracije TNF-a
(engl. tumor necrosis factor alpha) i interleukina IL-1B, IL-6, IL-8 koji mogu povecati

ekspresiju enzima matriks metaloproteinaza (MMP) (17).

Uzrok sekundardnog OA su stanja koja oStecuju zglobnu hrskavicu ili mijenjaju fiziolosku
biomehaniku zgloba. Naj¢es¢i oblik je posttraumatski OA. U uzroke posttraumatskog OA se
ubrajaju zglobni prijelomi sa zaostalim inkongruentnim zglobnih povr§inama 1 ozljedom
hrskavice, izvanzglobni prijelomi s poremecajem mehanicke osovine 1 posljediénom
promjenom rezultantne sile koja djeluje na zglob te ozljede meniska i ukrizenih ligamenata

(zglob koljena) koji mijenjanju normalnu biomehaniku i1 uzrokuju pocetak upalne reakcije

(18).

Drugi uzroci sekundarnog OA su: infekcije koje uzrokuju razgradnju zglobne hrskavice,
kostano-zglobne displazije s poremecajem strukture 1 grade zglobova 1 hrskavice, asepti¢na
nekroza kosti, bolesti nakupljanja kao S$to je Gaucherova bolest, Pagetova bolest,

akromegalija, Ehlers-Danlos sindrom i druge (7).



1.4. Patogeneza OA

Bez obzira na wuzrok, primarni poremecaj se ocituje gubitkom svojstava
ekstracelularnog matriksa (7). Zglobna hrskavica se sastoji od hondrocita i ekstracelularnog
matriksa Cije su sastavnice pretezno voda, kolagen tip II te proteoglikani u nakupinama
odnosno agrekani, uz vrlo malu koli¢inu kalcijevih soli (19). Svojstva i sastav zglobne
hrskavice ovise o ravnotezi proizvodnje ECM, S§to je funkcija hondrocita i razgradnje
proteolitiCkim enzimima. Proces pregradnje ekstracelularnog matriksa je vrlo spor §to se
mijenja tijekom OA. Hondrociti imaju receptore za komponente ECM, dio kojih je osjetljiv i
na mehani¢ke podrazaje. U OA dolazi do izrazaja hondrocitnih citokinskih receptora i
receptora za MMPe, kao 1 pojacanog izrazaja niza gena koji djeluju imunomodulacijski na
upalne i katabolicke procese ukljucujuci gene za ciklooksigenazu 2 (COX-2) i inducibilnu
dusik oksid sintetazu (iNOS). Stimulacija hondrocitnih receptora dovodi do stimulacije
proizvodnje pro-upalnih citokina 1 MMP. Na aktivnost hondrocita utjecu polipeptidni
¢imbenici rasta, citokini kao 1 mehanicki podrazaji, a odreden utjecaj imaju i sastavnice
matriksa (20). Aktivacija hondrocita mehani¢kim podrazajima i pro-upalnim ¢imbenicima se
odvija putem NF-«B (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 1
MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) signalnih putova te je aktivacija NF-xB puta
neophodna za izrazaj vecéine receptora na stanicama (19). U patogenezi OA ulogu imaju i
HIF-2a (engl. hypoxia-inducible factor-2a) poticanjem sinteze MMP (21), te Wnt signalni put
koji poti¢e hipetrofiju hondrocita (22)._Cini se kako je prvi patogenetski poremecaj
nesposobnost hondrocita pri odrZzavanju homeostaze ECM (23). Upalni proces ili mehanicko
oStecenje, primjerice nakon traume, povecavaju enzimsku aktivnosti i aktiviraju makrofage
¢iji razgradni produkti utjeCu na hondrocite poti¢u¢i lucenje proteoliti¢kih enzima (13,14).
Makrofagi, koji se pretezno nalaze u zglobnoj sinovijalnoj ovojnici fagocitiraju proizvode
razgradnje kolagena i proteoglikana Sto uzrokuje proizvodnju i oslobadanje pro-upalnih
citokina: TNF-a i interleukina IL-1 1 IL-6 (15) (Slika 2.). Citokini se vezu za receptorska
mjesta na hondrocitima nakon cega dolazi do povecane sinteze i oslobadanja MMP, ali 1
promjena u proizvodnji kolagena tipa II (16). Razgradni produkti bjelan¢evina ECM, kao §to
su fibronektin, mali proteoglikani 1 kolagen, mehanizmom povratne sprege izazivaju daljnju
razgradnju ECM stimuliraju¢i proizvodnju citokina i MMP (24), a mogu stimulirati i

mehanizam prirodene imunosti kao 1 aktivaciju komplementa.
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Slika 2. Shematski prikaz patofizioloskih mehanizama u osteoartritisu; produkti razgradnje
hrskavice poticu stanice sinovijalne ovojnice na lucenje pro-upalnih medijatora.

Hondrociti reagiraju na promjenu okoliSa i prisustvo pro-upalnih ¢imbenika nastalih
prekomjernim opterec¢enjem ili traumom zgloba umnozavanjem i grupiranjem u skupine kao i
sintezom molekula ECM. Istovremeno se povecava sinteza enzima koji razgraduju ECM

pretezno MMP (25).

U hrskavici se povecava sadrzaj vode, smanjuje sadrzaj agrekana 1 duljina lanaca
proteoglikana. Sadrzaj ukupnog kolagena je povecan uz smanjenje sinteze kolagena tip II i
sintezu kolagena tip I, netipi¢nog za zglobnu hrskavicu (26). Sve navedeno dovodi do
smanjenja ¢vrstoce hrskavice, uz promjenu permeabilnosti i osmolarnosti ECM. In vitro
studije ucinka kompresivne sile na ozljede hrskavice na animalnim modelima su pokazale
kako dio hondrocita umire procesom apoptoze (27). Sli¢an mehanizam je mogu¢ u humanom
OA. Biomehanicki stres uzrokuje i oStec¢enje pericelularnog matriksa, mehanizmom u kojem

posreduje enzima serin proteaza (28).

Povecava se opseg apoptoze, odnosno programirane stani¢ne smrti hondrocita. U pocetnim
stadijima osteoartritisa pojacani anabolicki kompenzacijski mehanizmi kao §to su povecanje
sinteze komponenti matriksa (13) te proliferacija hondrocita u dubljim slojevima hrskavice
uspijevaju nadvladati katabolicke promjene. Oste¢enje povrSinske zone i smanjenje sadrzaja

agrekana povecavaju optereCenje preostale mreze kolagenih vlakana. U ovoj fazi OA,
5



katabolicki procesi su jo$ uvijek kompenzirani anabolickim procesima pojacCane sinteze
molekula ECM 1 proliferacijom hondrocita. U trenutku kad hondrociti ne uspijevaju
poja¢anom sintezom nadvladati katabolicke procese, bilo zbog smanjenja aktivnosti uslijed
citokine, dolazi do progresije bolesti (7). Konacno, gubitak i smanjenje funkcije hondrocita
kao i razgradnja ECM dovode do izrazenog osteoartritisa karakteriziranog omekSanjem
hrskavice, pojavom fisura, te stanjenjem (Slika 3.), a kasnije i potpunim nestankom zglobne

hrskavice.

Najranije morfoloske promjene zglobne hrskavice su: razlistavanje povrsinske zone koje se
Sire u tranzicijsku zonu, smanjenje intenziteta bojanja proteoglikana u povrSinskoj i
tranzicijskoj zoni i urastanje krvnih zila iz subhondralne kosti. Napredovanjem bolesti nastaju
dublji rascijepi koji se postupno Sire do subhondralne kosti. Mekani dijelovi oSteéene

hrskavice se otpustaju u zglobni prostor, a hrskavica se uslijed razgradnje stanjuje.
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Slika 3. Usporedba zdrave, atrofirane (pocetak osteoartritisa) i hrskavice uznapredovalog
osteoartritisa. Stanjenje hrskavice na slici s prikazom atroficne hrskavice; pojava fisura,
hipertroficnih  hondrocita i gubitak ekstracelularnog matriksa na slici s prikazom
osteoartrtisa.

Cesta pojava je kalcifikacija hrskavice i meniska. Kristali se sastoje od kalcij pirofosfata ili

kalcij hidroksiapatita. Kristali hidroksiapatita mogu stimulirati nastanak IL-1 1 IL-18.

Promjene zahvacaju i subhondralnu kost te je nejasno prethode 1li promjenama
hrskavice ili se javljaju nakon njih. Subhondralna kost se sastoji od kortikalne kosti, ispod
koje je spongiozna kost 1 koStana moZzdina. Tijekom razvoja osteoartritisa dolazi do
modeliranja i remodeliranja subhondralne kosti u skladu s Wolffovim zakonom koji tvrdi
kako je rast kosti uvjetovan veli¢inom i smjerom rezultantne sile koja na kost djeluje (29).
Kortikalna kost zadeblja uslijed odlaganja osteoida, a ispod nje nastaju oSte¢enja koStane
mozdine koja se kasnije razvijaju u koStane ciste. Mijenja se arhitektura trabekularne kosti, a
na rubnim dijelovima zgloba nastaju osteofiti (30). U izrazenom stadiju OA nastaju podrucja
asepticne nekroze kosti te dolazi do pojave hrskavicnih ¢vori¢a odnosno fibrozno-hrskavi¢nih
podrucja nastalih metaplazijom prouzroCenom djelovanjem c¢imbenika rasta sinovijalne
teku¢ine (31). U subhondralnoj kosti se povecava sadrzaj kolegena tip I, ali je taj kolagen

sastavom drugaciji, s ve¢im udjelom alfa-1 lanaca u odnosu na alfa-2 lance. Takav kolagen je



zbog utjecaja TGF-B (engl. transforming growth factor beta) na osteoblaste slabije
mineraliziran, ali kako je volumen kosti veéi, s vise trabekula, doima se ¢vrs¢im. U kosStanoj
srzi dolazi do pojave edema, nekroze i fibrozacije, Cije je prisustvo povezano s pojavom i

progresijom oStecenja obliznje zglobne hrskavice (32).

1.4.1. Upalne i histoloSke promjene u osteoartritisu

Promjene koje zahvacaju sinovijalnu ovojnicu ukljuéuju zadebljanje, pojacanu
vaskularizaciju, infiltraciju monocitima i limfocitima (33). Sinovijalna ovojnica se sastoji od
dva sloja: intime 1 subintime (34). Intima je duboki sloj sinovijalne ovojnice, u neposrednom
kontaktu sa zglobnom teku¢inom. Stanice intime su sinoviociti sli¢ni fibroblastima (SSF) koji
proizvode hijaluronsku kiselinu i lubrikin te makrofagi poredani u dva do tri sloja (35, 36).
Subintima se sastoji od fibroznog tkiva, krvnih Zila, uz neSto makrofaga i limfocita (37).
Makrofagi sinovijalne ovojnice fagocitiraju razgradne proizvode hrskavice te aktiviraju
medijatore upale koji pojacavaju desktrukciju hrskavice (38, 39). Stanice sinovijalne ovojnice
luce citokine, adipokine i enzime kao $to su inducibilna dusik oksid sintetaza — iNOS (engl.
inducible nitric oxide synthase), ciklooksigenaza 2 (COX-2) i MMPe. Obzirom na njihovu
ulogu u upalnom procesu i razgradnji zglobne hrskavice, mozemo zakljuciti kako sinovijalna
ovojnica ima vaznu ulogu u patogenezi OA (38, 40-42). Koli¢ina fibrina u sinoviji kao i
citokina ostepontina koreliraju s izrazenoS¢u bolesti. HistoloSke promjene sinovijalne

ovojnice se izrazavaju zbrojem po Krennu (Tablica 1.)



Tablica 1. Histoloske promjene sinovijalne ovojnice kategorizirane u zbroju po Krennu.

B

Hiperplazija / zadebljanje epitela

» Odsutno - 0

» Blago zadebljanje (dva ili tri sloja stanica), gigantske stanice vrlo rijetke - 1

» Umjereno (Cetiri do pet slojeva stanica), prisutno nesto gigantskih stanica,
limfocita - 2

» lzrazeno zadebljanje (viSe od 6 slojeva stanica), ucestale gigantske stanice 1
limfociti - 3

B. Upalni infiltrat

» Odsutan - 0

» Blagi upalni infiltrat (raStrkane pojedinacne stanice i male perivaskularne nakupine
(agregati) limfocita i/ili plazma stanica - 1

» Umjeren upalni infiltrat (perivaskularni i/ili povrSinske nakupine (agregati)
limfocita, mogu se zamijetiti mali limfaticki folikuli bez zametnog sredista - 2

» Jaki upalni infiltrat (limfaticki folikuli sa zametnim sredistem i/ili subsinovijalnim
konfluiraju¢im infiltratom) - 3

C. Aktivacija sinovijalne strome/ formiranje panusa

» Odsutan — 0

» Blaga aktivacija sinovijalne strome (niska celularnost s blagim edemom, blaga
fibrozacije s nesto fibroblasta, bez gigantskih stanica — 1

» Umjerema aktivacija sinovijalne strome (umjerena celularnost, umjerena ucestali
fibroblasti, stanice endotela, ponesto gigantskih stanica — 2

» Jaka aktivacija sinovijalne strome (visoka celularnost s velikom gusto¢om

fibroblasta stanica endotela, obilje gigantskih stanica) - 3

maksimalni moguéi zbroj =9




Promjene se javljaju 1 na meniscima u kojima se smanjuje sadrzaj kolagena tipa I 1 II, a
povecava sadrzaj proteoglikana (43). Nastaju fibrilacije, fisure te dolazi do promjena

mehanickih svojstava meniska (44).

Obzirom na histoloske promjene sinovije, infiltraciju makrofagima i limfocitima te povecan
sadrzaj pro-upalnih ¢imbenika u sinovijalnoj ovojnici kao 1 u zglobnoj tekucini, OA se moze
smatrati upalnom bolesti (45). Recentni radovi pokazuju ulogu SSF sinovijalne ovojnice kao
djelatne stanice upalno promijenjene sinovije. SSF proizvode NO, pro-upalne citokine i
prostaglandin E», a koji koreliraju s klini¢kim simptomima bolesti (46). Tijekom razvoja OA
zglobna hrskavica i sinovijalne ovojnica proizvode NO (41). NO posreduje u ekspresiji
upalnih ¢imbenika, inhibira sintezu kolegena i proteoglikana te inducira apoptozu hondrocita

kao 1 osjet boli (47).

1.4.2. Matriks metaloproteinaze u osteoartritisu

MMPe su enzimi koji razgraduju ECM. U zglobovima zahvaéenim osteoartritisom su
pronadene MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, MMP-14 (MT1-MMP)
(48). Proizvode ih stanice sinovije i hondrociti. MMPe razgraduju kolegene tip 11, IX i XI kao
1 proteoglikane, pretezno agrekan. Dokazana je uloga MMP u angiogenezi; sudjeluju u
odvajanju pericita od proliferiraju¢ih krvnih zila, stimuliraju migraciju i proliferaciju stanica
endotela te u optusStanju angiogenetskih ¢imbenika (48). MMPe su enzimi iz skupine
endopeptidaza koji imaju sposobnost razgradnje svih sastavnica ECM. Djeluju izrazito
katabolicki te je izraZaj gena koji kodiraju MMPe strogo reguliran, osim u prilikama gdje je
potrebna brza pregradnja tkiva, kao primjerice tijekom embrionalnog razvoja ili procesa
cijeljenja rane. MMPe sudjeluju u pregradnji zdrave zglobne hrskavice.

U zdravoj zglobnoj hrskavici odraslih osoba izraZzene su Cetiri matriks metaloproteinaze:
MMP-1, MMP-2, MMP-13, MMP-14, a u patoloSkim stanjima su izrazene MMP-3, MMP-§ 1
MMP-9 (49). MMP-1 razgraduje kolagene tip I, II 1 IIl. U embrionalnom razvoju enzim je
aktivan u podru¢jima enhondralne i intramembranozne osifikacije. Izrazaj MMP-1 je poviSen
u zglobnoj hrskavici u OA.

MMP-2 razgraduje kolagen tip IV i1 vaZzna je u procesu cijeljenja rane. Njezin izrazaj je, slicno
izrazaju MMP-1, nizak u zdravoj zglobnoj hrskavici, a povisen tijekom OA (50).

MMP-3 razgraduje kolagene tipa II, III, IV, IX, X kao i elastin, fibronektin te razne

proteoglikane. Sudjeluje u procesu cijeljenja rane, a njenom izrazaju u SSF prethodi povecan
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izrazaj pro-upalnih ¢imbenika. To bi moglo objasniti visok izrazaj MMP-3 u hrskavici 1
sinovijalnoj ovojnici tijekom OA (51). Odsutna je u zdravoj zglobnoj hrskavici.

MMP-8 djeluje u procesu cijeljenja rane, a izgleda kako je njena uloga u zglobovima kod OA
protektivna; kod miSeva s nedostatkom gena za MMP-9, uocCena je nagla progresija upalnog
sinovitisa u OA uz obilan neutrofilni infiltrat zahvaljuju¢i inhibiciji procesa apoptoze u
neutrofilima koju uzrokuje MMP-9 (52).

MMP-9 je aktivna u embrioloSkom razvoju i prilikom cijeljena rane. U oba procesa djeluje
pro-angiogenetski. Tijekom ranog razvoja ima klju¢nu ulogu u apoptozi hipertroficnih
hondrocita ploce rasta. U zglobovima je proizvode makrofagi i monociti sinovijalne ovojnice.
Otpustanje MMP-9 iz leukocita u OA inhibiraju hondrociti koji imaju regulatornu ulogu u
izrazaju MMP-9 (53). MMP-13 je glavni ¢imbenik razgradnje kolagena tip II u zglobnoj
hrskavici tijekom OA. Razgraduje i kolagene tip IV 1 IX, osteonektin i proteoglikane.
Sudjeluje u pregradnji zdrave zglobne hrskavice (54). MMP-14 razgraduje agrekan te
sudjeluje u inhibiciji tumorske neo-angiogeneze. Vazan je ¢imbenik formiranja kosti poti¢uci
osteogenezu i hondrogenezu (55). Izrazaj MMP-14 u hrskavici kod OA je pojacan. Sposobna
je aktivirati druge matriks metaloproteinaza (MMP-2 1 MMP-13) (56).

1.4.3. Dusik oksid (NO) u osteoartritisu

NO nastaje pretvorbom L-arginina, preko NOH (engl. N omega-hydroxyl)-arginina u
L-citrulin 1 NO. Reakciju katalizira enzim duSik oksid sintetaza — NOS (engl. nitric oxide
synthase) koja oksidira duSik gvanozin arginin u anhidroksi arginin koji dalje oksidira u
citrulin 1 NO (57). NO aktivira enzim solubilnu gvanozin ciklazu (sGC) koja katalizira
pretvorbu gvanozin trifosfata - GTP (engl. guanosine -5- triphosphate) u aktivni ciklicki
gvanozin monofosfat — cGMP (engl. cyclic guanosine monophosphate). cGMP vezanjem za

bjelancevine kao Sto su protein kinaze 1 fosfodiesteraze ostvaruje svoje bioloske ucinke.

Hondrociti u osteoartritisu proizvode NO, istovremeno se u OA povecava broj iNOS receptora
na membrani hondrocita $to zajedno podrzava lucenje pro-upalnih citokina (58). NO
posreduje u apoptozi hondrocita, aktivira MMPe, smanjuje sintezu proteoglikana i kolagena.
Dokazano je kako medijatori upale kao $to se TNF-a i IL-1B mogu inducirati iNOS, dok NO
posreduje u djelovanju navedenih pro-upalnih citokina. NO pospjeSuje izrazaj MMP i na taj
nacin djeluje na proces pregradnje matriksa. NF-kB je ¢imbenik koji sudjeluje u transkripciji

pro-upalnih gena TNF-a, IL-1B, iNOS 1 gena MMP. Za trajnu i odrzivu aktivaciju NF-xB
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potreban je NO (41). U bolesnika s osteoartritisom iNOS iz sinovijalne ovojnice i hrskavice
proizvodi znatne koli¢ine NO (59). Selektivna inhibicija iNOS smanjuje razinu katabolickih

¢imbenika u tkivu, dakle NO ima kataboli¢ku ulogu u OA (60).

1.5. Apoptoza

Apotpoza je genetski kontroliran proces programirane stani¢ne smrti koji se odvija
receptorskom ili vanjskim putem i mitohondrijskim ili unutarnjim putem (Slika 4.). Obiljezje
je normalnog razvoja u kojem apoptoza uzrokuje nestanak prijelaznih tipova tkiva, kao i pra-
stanica te je najviSe aktivna tijekom embrionalnog razvoja. Apoptoza ima vaznu ulogu pri
odrzavanju homeostaze tkiva, preobrazbi i obnavljanju tkiva kao i atrofiji tkiva ovisnoj u
hormonima (61, 62). Proces apoptoze ne uzrokuje upalni odgovor organizma (63). Znacajke
apoptoze su: kondenzacija citoplazme i kromatina, fragmentacija stanice i konac¢no, stvaranje
apoptotskih tjeleSaca (64, 65). Medu pokretac¢ima apoptoze su: ¢imbenici rasta, citokini,
hormoni, ionizacijsko zracenje, virusi, neki lijekovi 1 brojni drugi agensi (66). Proces se
odvija u Cetiri faze: pocetna faza, faza prijenosa 1 integracije signala, izvrSna faza i faza

uklanjanja fragmenata stanice.

Prvu fazu zapocinju egzogeni ¢imbenici, primjerice, dusik oksid ili ultraljubicasto zracenje
kao 1 brojni drugi ¢imbenici (67, 68). Druga faza apoptoze je obiljeZena pojacanjem ili
zaustavljanjem unutarstani¢nog prijenosa signala ovisno o aktivaciji pro-apoptotskih ili anti-
apoptotskih mehanizama. Najvazniji enzimi druge faze su kaspaze, a klju¢nu ulogu u kontroli
prijenosa signala imaju mitohondrijske bjelancevine iz obitelji BCL-2 proteina (69). U
izvrSnoj fazi apoptoze enzimi kaspaze razgraduju dijelove stanice nakon Cega nastaju
apoptotska tjeleSca. Makrofazi fagocitiraju apoptotska tjeleSca, ¢ime se zavrSava cetvrta faza

(70).
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stanicna smrt

Slika 4. Unutarnji ili mitohondrijski put apoptoze. Razliciti stresni cimbenici aktiviraju
apoptotske signale koji djeluju putem BCL-2 obitelji. Otpustanje citokroma c iz
mitohondrijske membrane aktivira izvrsne kaspaze sa rezultirajucom apoptotskom smrti
Stanice.

Apoptoza nije sinonim za programiranu stanicnu smrt, naime postoje 1 drugi oblici
programirane stani¢ne smrti kao Sto su: keratinizacija, autofagija, Wallerova degeneracija ili

kornifikacija (71, 72).

1.5.1. BCL-2 u apoptozi

BCL-2 obitelj proteina je glavni regulator aktivnosti enzima kaspaza (73). Nalaze se
na vanjskoj membrani mitohondrija, a po u¢inku se dijele na anti-apoptotske i pro-apoptotske
(74). Obitelj se dijeli na tri podskupine obzirom na funkciju i gradu: prvu, anti-apoptotsku
skupinu kojoj pripadaju: BCL-2, BCL-xL, MCL-1 i drugi. Pripadnici druge skupine: BID,
BIM, PUMA, BMF i1 HRK su inicijatori apoptoze. Tre¢a skupina je pro-apoptotska a neki od
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¢lanova su: BAX, BOK/Mtd i BAK (75, 76). BCL-2 vezanjem na BAX tvori dimere i na taj

nacin §titi stanicu od apoptoze (77).

1.5.2. Putovi apoptoze

Apoptoza se aktivira mitohondrijskim (unutarnjim ) ili vanjskim (receptorskim)
putom. U mitohondrijskom putu dolazi do aktivacije pro-apoptotskih ¢lanova obitelji BCL-2,
nakog Cega se povecava propusnost mitohondrijske membrane te se otpusta citokrom c.
Medijatorske molekuke Apaf-1 1 kaspaza-9 vezu se uz citokrom c i zajedno s molekulom ATP

tvore apoptosom (78).

Drugi, receptorski put apoptoze pokrece vezanje liganda na receptore ¢imbenika tumorske
nekroze alfa (TNF-a). Jedan i drugi put uzrokuju aktivaciju proteolitickih enzima kaspaze
(citoplazmatske cisteinil-aspartatno-specificne endoproteaze) (engl. caspase, cysteine aspartyl
proteases) s razlikom S§to receptorski put prvo aktivira kaspazu-8, a mitohondrijski put
kaspazu-9. Kaspaza-8 1 kaspaza-9 aktiviraju kaspazu-3, a ona nukleazu CAD (engl. Caspase
Activated Dnase) (79). Mogucénost medusobne aktivacije kaspaza pojacava apoptotski

signalni put Sto objasnjava brzinu kojom stanice umiru procesom apoptoze.

1.5.3. BCL-2 u reumatoidnom artritisu i osteoartritisu

BCL-2 protein je anti-apoptoticki ¢imbenik koji ima vaznu ulogu u odrZavanju
homeostaze zgloba djelujuci suprotno upalnim ¢imbenicima. Obitelj BCL-2 proteina regulira
izvrSnu fazu apoptoze, te je dokazana njihova pojacana ekspresija u sinovijalnoj zglobnoj
ovojnici kod reumatoidnog artritisa (45). Manje je poznata uloga i ekspresija BCL-2 u

sinovijalnoj ovojnici kod OA.

Prema dosada$njim saznanjima ne postoje studije koje su analizirale ekspresiju 1 distribuciju

BCL-2, iNOS 1 MMP-9 u sinovijalnoj ovojnici kod osteoartritisa kuka.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI RADA

Sinovijalno tkivo kuka kod osteoartritisa ¢e biti popraceno promjenom izrazaja iNOS,
BCL-2 i MMP-9 te promjenom intenziteta bojanja imunofluorescencijom.
Raspodjela navedenih biljega, kao 1 njihovo prostorno i1 vremensko preklapanje ¢e biti
razli¢ito u pojedinim strukturama sinovije (intima i subintima) u skupinama umjerenog i
izrazenog osteoartritisa te u kontrolnoj skupini.
Ocekujemo pozitivhu korelaciju histoloskog zbroja po Krennu s klinickim zbrojevima i
radioloskim stupnjem OA kao 1 razliit izrazaj pojedinih biljega medu istrazivanim
skupinama.
Primarni cilj istrazivanja je utvrditi izrazaj i distribuciju iNOS, BCL-2 i MMP-9 u sinovijalnoj
ovojnici kuka kod osteoartritisa.
Sekundarni ciljevi istraZivanja su:
1. usporediti izrazaj iNOS, BCL-2 i MMP-9 u sinoviji kuka kod OA s radioloSkim 1
histoloskim stupnjem OA te klinickim zbrojevima OA kuka
2. utvrditi 1 kvantificirati prisustvo limfoidnog infiltrata u sinovijalnim ovojnicama OA kuka i
stupanj histoloSkih promjena hrskavice te sinovije kuka u odnosu na stupanj izraZzenosti OA
3. metodom imunofluorescencije uz koriStenje stani¢no specificnih biljega definirati i
kvantitativno analizirati prisutnost pojedinih vrsta stanica upalno promijenjene sinovijalne
ovojnice u OA kuka
4. istraziti izrazaj pro-upalnog biljega iINOS, anti-apoptotickog biljega BCL-2 1 biljega
destrukcije tkiva MMP-9 izmedu ispitivanih skupina (kontrolna skupina, skupina bolesnika s
umjerenim 1 izrazenim OA kuka)
5. ko-ekspresijom navedenih markera (iNOS, BCL-2 i MMP-9) s vimentinom, VEGFRI,
aktinom, CD 3 i1 CD 68 biljezima ustanoviti povezanost pojedinih vrsta stanica s
destruktivnim, angiogenetskim, upalnim 1 anti-apoptotskim procesima kod OA kuka te
utvrditi njihovu razliku medu ispitivanim skupinama
6. utvrditi razliku histoloS8kog zbroja po Krennu izmedu umjerenog i izrazenog oblika OA te

njegovu povezanost s klinickim zbrojevima i radioloSkim stupnjem OA kuka
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno kao presjecna studija odobrena od Etickog povjerenstva
Klinickog bolnickog centra Split. Sudjelovala su 32 ispitanika podijeljena u tri skupine: prva
skupina su bolesnici s dijagnozom prijeloma vrata bedrene kosti (kontrolna skupina - 8
bolesnika), druga skupina su bolesnici s umjereno izrazenim osteoartritisom kuka (6
bolesnika), dok su u trecoj skupini bolesnici s izrazenim osteoartritisom zglobom kuka (18

bolesnika).

3.2. Bodovanje i razvrstavanje u skupine

Bolesnici s osteoartritisom su bodovani po Harris Hip Score (HHS), Western Ontario
and McMaster Universities Arthritis Index (WOMAC) (Tablica 2.) i vizualno-analognoj
Jjestvici (VAS). Napravljeno je radiolosko stupnjevanje po Kellgren-Lawrence (K-L) ljestvici.
HHS 1 WOMAC zbrojevi su dobiveni anketiranjem bolesnika putem upitnika od strane
autora, do mjesec dana prije operacijskog zahvata. Stupnjevanje po K-L ljestvici (Tablica 3.)
je napravljeno uvidom u standardnu AP snimku kukova snimljenu najvise 6 mjeseci prije
operacije. Dijagnoza OA je dijagnosticirana sukladno kriterijima “American College of

Rheumatology criteria for the classification and reporting of osteoarthritis of the hip” (80).
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Tablica 2. WOMAC zbroj (engl. Western Ontario and McMaster Universities Arthritis

Index).

Ime i prezime

Kuk koji se evaluira (molim zaokruziti):

Broj statusa: Datum ispunjavanja upitnika:

Lijevi kuk

Datum rodenja:

Datum operacije:

Desni kuk

Prijeoperacijski pregled Postop kontrola nakon 3 mj 6 mj 12 mj 24 mj

TESKOCE TIJEKOM POSLJEDNIJIH MJESEC DANA

BOL 0 1 2 3 4
Hod Nema Blaga  Umjerena  Jaka Izrazita
Stepenice Nema Blaga  Umjerena  Jaka Izrazita
Nocu Nema Blaga  Umjerena  Jaka  Izrazita
U mirovanju Nema Blaga  Umjerena  Jaka Izrazita
Kod opterecenja Nema Blaga  Umjerena  Jaka Izrazita
ZAKOCENOST

Jutarnja zakocenost Nema Blaga  Umjerena Jaka  Izrazita
Zakocenost tijekom dana  Nema Blaga  Umjerena Jaka  Izrazita
TESKOCE U OBAVLJANJU SLJEDECIH AKTIVNOSTI

Spustanje niz stepenice Nema Blage Umjerene  Jake Izrazite
Penjanje uz stepenice Nema Blage Umjerene  Jake Izrazite
Ustajanje sa stolice Nema Blaga Umjerena  Jaka Izrazita
Stajanje Nema Blage Umjerene  Jake Izrazite
Saginjanje do poda Nema Blage Umjerene  Jake Izrazite
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Hodanje po ravnom
Ulazenje 1 izlazenje 1z auta
Odlazak u kupovinu
Oblacanje ¢arapa
Ustajanje iz kreveta
Skidanje ¢arapa

Lezanje u krevetu

Ulazenje i izlazenje

iz kade

Sjedenje

Sjedanje 1 podizanje s
zahoda

Teski kucanski poslovi
Laksi kucanski poslovi

Ukupan zbroj bodova:

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

Nema

/96 =

Blage
Blage
Blage
Blage
Blage
Blage

Blage

Blage

Blage

Blage
Blage

Blage

%

Umjerene
Umjerene
Umjerene
Umjerene
Umjerene
Umjerene

Umjerene

Umjerene

Umjerene

Umjerene
Umjerene

Umjerene

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Jake

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite

Izrazite
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Kriterij za svrstavanje bolesnika u skupinu s izrazenim OA bio je: Kellgren-Lawrence stupanj

jednak ili ve¢i od 3 te zbroj po Krennu jednak ili veé¢i od 7. (K-L > 3, Krenn >7). U skupinu s
umjerenim OA svrstani su bolesnici s Kellgren-Lawrence zbrojem jednakim ili manjim od 2 i

zbrojem po Krennu jednakim ili manjim od 6 (K-L < 2, Krenn < 6). Bolesnici s prijelomom

vrata bedrene kosti su imali Kellgren-Lawrence stupanj 0 ili 1. Bolesnici su bili informirani o

operacijskom zahvatu cilju i svrsi istrazivanja, nakon ¢ega su potpisali informirani pristanak

za sudjelovanje u istrazivanju. Za svakog ispitanika su zabiljezeni: dob, spol, indeks tjelesne

mase (ITM), vrijeme trajanja simptoma i Kellgren-Lawrence stupanj.

Tablica 3. Kellgren-Lawrence klasifikacija

K-L stupanj RadioloSke promjene

0 Bez OA Nema radioloskih znakova osteoartritisa

1 Sumnja na OA Sumnja na suzenje zglobnog prostora,
moguci osteofiti

2 Blagi OA Sigurno  suzenje  zglobnog  prostora,
osteofiti

3 Umjereni OA Umjereno izraZeni, multipli osteofiti
suzenje zglobnog prostora, sklerozacija
subhondralne kosti, mogu¢ deformitet
kosti

4 Izrazeni OA Veliki osteofiti, izrazeno suZenje zglobnog
prostora, izraZena sklerozacija i deformitet
kosti
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3.3. Sakupljanje uzoraka

Kod svih bolesnika je napravljena operacija potpune aloartroplastike zgloba kuka
(Pinnacle Acetabular Cup System and Corail Hip System by Depuy, Johnson and Johnson,
USA) posterolateralnim pristupom u polozaju na boku. Bolesnici su operirani na Odjelu za
ortopediju, Zavoda za ortopediju i traumatologiju, Klinike za kirurgiju, Klinickog bolnickog
centra Split u razdoblju od 2017.g. do 2020.g. Nakon reza tetiva malih rotatora kuka 1 straznje
zglobne cahure, zglob se luksira i1 oscilacijskom pilom 1,3 mm promjera (Trauma Reckon
System by Synthes, Switzerland) se napravi osteotomija vrata bedrene kosti, a glava bedrene
kosti odstrani. Istom pilom se uzme uzorak u obliku trokuta iz nosive povrSine glave bedrene
kosti, neposredno uz najvise oste¢eni dio glave, ali koji sadrzi artrotski promijenjenu
hrskavicu te podlezecu subhondralnu i spongioznu kost. Uzorak sinovijalne ovojnice se uzme

kirur§kim nozem s donje strane vrata bedrene kosti (Slika 5.)

J .\\
/ v
l‘ f x&
q\ N

podrudje uzin}q@ uzoraka hrskavic
podrucje uzimanja uzoraka sinovije

Slika 5. Shema uzorkovanja hrskavice i sinovijalne ovojnice.
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3.4. Uklapanje i rezanje tkiva

Uzorci se stave u formalin te se Salju u Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju,

Medicinskog fakulteta, Sveucilista u Splitu.

Formalinom fiksirana tkiva su dekalcificirana s 14% EDTA u trajanju 4 mjeseca, uklopljena u
parafin, nakon ¢ega su rezana na presjeke debljine 5 pum te je svaki deseti presjek bojan

hematoksilinom i eozinom.

3.5. PatohistoloSka analiza i metoda dvostruke imunofluorescencije

Nakon postupka deparafinizacije presjeci su pripremljeni za imunohistokemijsku
analizu rehidracijom u silaznim koncentracijama alkohola (81-84). Preparati su zagrijani u
citratnom puferu (pH 6.0) u mikrovalnoj peénici 12 minuta. Nakon hladenja na sobnoj
temperaturi isprana su s PBS (engl. phosphate buffer saline). Na rezove je postavljen blok
protein na 30 minuta, nakon ¢ega su inkubirana tijekom no¢i s prikladnom mjeSavinom
primarnih protutijela (Tablica 4.). Sljedeceg dana stakalca su isprana s PBS nakon cega je
primijenjen je prikladna mjeSavina sekundarnih protutijela (Tablica 4.). Stanicne jezgre su
bojane s 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) te su preparati namjesteni u Immumont ureda;j
1 prekriveni staklima. Stakalca su pregledana koriste¢i Olympus (Tokyo, Japan) BXS51
mikroskop opremljen Nikon DS-Ril kamerom (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). Slike su
sklopljene koriste¢i Adobe Photoshop (Adobe Systems, MI, USA). Analizirali smo deset
nepreklapajucih vidnih polja s 40% povecanjem objektiva. Promjene hrskavice 1 subhondralne
kosti su klasificirane OARSI klasifikacijom (Tablica 5.), a promjene sinovijalne ovojnice smo
stupnjevali koriste¢i zbroj po Krennu (Tablica 1). Krennov zbroj 0-1 je stanje bez sinovitisa
(upalni stadij 0), zbroj 2-3 je blagi sinovitis (upalni stadij 1), zbroj 4-6 je umjereni sinovitis
(upalni stadij 2) te zbroj 7-9 odgovara jakom sinovitisu (upalni stadij 3).

Kako bi odredili broj pozitivnih stanica u povrSnom sloju (intima) i dubokom sloju
(subintima) sinovijalne ovojnice koristili smo metodu dvostruke imunofluorescencije s
primarnim protutijelima na iNOS, BCL-2 i MMP-9 u kombinaciji sa specificnim markerima

stanica (Tablica 4.).
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Tablica 4. Koristena primarna i sekundarna protutijela.

Protutijela Domacin Razrjedenje Strukture Izvor
identificirane
protutijelima
ab59348 Kunié 1:500 BCL-2 Abcam (UK)
(poliklonalno
protutijelo)
sc-651 Kuni¢ 1:200 iNOS Santacruz Biotechnology
(monoklonalno (Santa Cruz, CA, USA)
protutijelo)
A0150 Kuni¢ 1:100 MMP-9 DAKO
(poliklonalno
(Gloustrup, Denmark)
protutijelo)
M0823 Mis 1:20 CD31 (stanice DAKO
(monoklonalno endotela krvnih
(Gloustrup, Denmark)
protutijelo) zila)
MO0851 Mis 1:40 Aktin (stanice DAKO
(monoklonalno glatkih  misica
(Gloustrup, Denmark)
protutijelo) krvnih Zila)
ab212369 Mis VEGFR1 Abcam (UK)
(monoklonalno
protutijelo)
MO0725 Mis 1:50 Vimentin DAKO
(monoklonalno .
(fibroblasti) (Gloustrup, Denmark)
protutijelo)
MO0876 Mis 1:75 CD68 DAKO
(monoklonalno (makrofagi)
(Gloustrup, Denmark)
protutijelo)
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M7254 Mis 1:50 CD3 (limfociti) DAKO
(monoklonalno (Gloustrup, Denmark)
protutijelo)
Rhodamine Mis 1:100 Sekundarno MerckMillipore
Goat AP124R protutijelo o

(Billerica, MA, USA)
Fluorescein Kuni¢ 1:100 Sekundarno MerckMillipore
Goat AP132F protutijelo o

(Billerica, MA, USA)
M7254 Mis 1:50 CD3 (limfociti) DAKO
(monoklonalno (Gloustrup, Denmark)
protutijelo)
Rhodamine Mis 1:100 Sekundarno MerckMillipore
Goat AP124R protutijelo o

(Billerica, MA, USA)
Fluorescein Kuni¢ 1:100 Sekundarno MerckMillipore
Goat AP132F protutijelo

(Billerica, MA, USA)
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Tablica. 5. OARSI zbroj

Stupanj (klju¢no svojstvo)

Povezani kriterij (tkivna reakcija)

Stupanj 0: intaktna povrSina, oCuvana
morfologija hrskavice

Matriks: o¢uvana arhitektura matriksa

Stanice: o¢uvane, normalne orijentacije

Stupanj 1: intaktna povrSina

Matriks: povrsinski sloj hrskavice ouvan,
edem 1/ili povrSinske abrazije hrskavice,
fokalno zgusnjavanje matriksa

Stanice: umnoZzavanje, nekroza, hipertrofija.

Stupanj 2: povrSinska oStec¢ena

Kao u 1. stupnju

+ naruSen kontinuitet povrSinske zone
matriksa (dublje fibrilacije)

+/- smanjen sadrzaj matriksa pri IH bojanju
povrsinske tre¢ine hrskavice

+/- lokalizirano perihondrocitno poja¢ano IH
bojanje prijelazne zone

+/- poremecaj orijentacije kolumni hondrocita

Stanice: nekroza, umnozavanje, hipertrofija

Stupanj 3: vertikalni rascijepi

Kao u 2. stupnju
+/- vertikalni rascijepi u prijelaznoj zoni

+/- smanjen sadrzaj matriksa pri IH bojanju
dublje 2/3 tre¢ine hrskavice

+/- stvaranje novog kolagena (polarizirana
svjetlosna mikroskopija

Stanice: nekroza, nakupine hondrocita,
hipertrofija

Stupanj 4: erozije

Gubitak hrskavicnog matriksa: ljuStenje
povrsinskog sloja, formiranje cisti prijelaznog
sloja

Udubljenja hrskavice s nestankom matriksa
povrSinskog 1 prijelaznog sloja
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Stupanj 5: denudacija

Skleroti¢na kost ili reparativno
fibrohrskavi¢no tkivo u podrucju bez
hrskavice

Stupanj 6: deformitet

Remodeliranje kosti s deformitetom
ukljucujuci osteofite
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3.5.1. Detekcija i izra¢un dvostruko pozitivnih stanica

Brojali smo samo stanice koje su pokazale prisustvo oba markera (crveni ili zeleni
signal) u jezgri ili citoplazmi. Stanice smo brojali koriste¢i Imagel softver (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). Ukupni broj VEGFRI+/INOS+, CD31+/iNOS+,
aktin+/iNOS+, vimentint/BCL-2+, CD68+/BCL-2+, CD3+/BCL-2+, vimentint/MMP-9+,
CD68+/MMP-9+, CD3+/MMP-9+ pozitivnih stanica je izra¢unat kao broj stanica po mm? u
intimi 1 subintimi sinovijalne ovojnice. Ukupan konac¢ni broj stanica po bolesniku smo
izraCunali kao prosjek od 20 rezova po bolesniku te ih usporedivali medu istrazivanim

skupinama.

3.6. StatistiCka analiza

Podatke smo obradili racunalnim programom GraphPad Prism (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Kako bi utvrdili razlike izmedu kontrolne skupine, skupine s blagim OA
1 izrazenim OA u hrskavici, subhondralnom 1 sinovijalnom tkivu statisticka analiza je

napravljena koriste¢i jednosmjerni ANOVA test 1 Turkey post hoc test.
3.7. Eticka nacela

Za provedbu istrazivanja ishodili smo suglasnost Etickog povjerenstva Klinickog
bolnickog centra Split. Istrazivanje je u skladu s odredbama Kodeksa lije¢nicke etike 1

deontologije kao i HelsinSke deklaracije. Svaki ispitanik je potpisao pristanak za sudjelovanje

u istrazivanju nakon §to je informiran o postupcima, tijeku 1 svrsi istraZivanja.
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4. REZULTATI

4. 1. Klinicka, radioloska i patohistoloSka obiljeZja istraZivanih skupina

U istrazivanju su sudjelovala 32 ispitanika (9 muskaraca, 23 Zene). Nije bilo statisticke

razlike izmedu istrazivanih skupina u odnosu na dob 1 ITM (p=0.884 1 p=0.055) (Tablica 6.).

Tablica 6. Klinicka, radioloska i patohistoloska obiljezZja istrazivanih skupina.

Kontrola Umjereni OA Izrazeni OA *p
Dob 73 (7225 — | 72(63.5-75.5) 72 (67-77) 0.8848
(medijan+IQR, 76.75)
godine)
IT™ 25.67 (23.83 — | 24.9(23.28 —25.88) 26.9 (25.4-29.53) | 0.0557
(medijan+IQR, 26.8)
kg/m?)
K-L stupanj | 0.5(0—1) 2(2-2) 4 (3-4) <0.0001
(medijan+IQR)
Krenn zbroj | 0 (0—0) 6.5(5.7-9) 9(7-9) <0.0001
(medijan+IQR)
OARSI 1(0.25-1) 3(1.5 -45) 25(2-4.7) 0.0005
(medijan+IQR)
HHS - 48.9 (43.8-56.9) 41 (33.18 - 49.7) 0.2713
(medijan+IQR)
VAS - 6(4.5-6.7) 6(5-7) 0.7811
(medijan+IQR)
Ukupni - 46.1 (40-57.4) 473 (36.1 —55.3) | 09178
WOMAC
(medijan+IQR)

IQR (interkvartilni raspon), OA (osteoartritis), ITM (indeks tjelesne mase), K-L stupanj
(Kellgren—Lawrence stupanj), OARSI (engl. osteoarthritis cartilage histopathology assessment
system), HHS (engl.Harris Hip Score), VAS (engl. visual analogue scale)) WOMAC (engl.
TheWestern Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index) *p< 0.05, Kruskal-Wallace
test.
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Slika 6. Shematski prikaz sinovijalne ovojnice bolesnika s umjerenim (A) i izrazenim (B) OA
kuka. Epitel (crni krugovi) odgovara intimi a podlezeca stroma subintimi; I—povrsina
sinovijalne ovojnice obiljezena umjerenom hiperplazijom sinovijalnih stanica (crni krugovi);
2—podlezeca stroma s umjerenom limfocitnom infiltracijom (plavi krugovi) i proliferacijom
krvnih Zila (crveni krugovi); 3—izrazena hiperpalzija sinovijalnih stanica (crni krugovi)
papilarnog obrazca; 4—podlezeca stroma s obiljem limfocita (plavi krugovi), makrofaga
(ljubicasti krizevi) i naglasenom proliferacijom krvnih Zila (crveni krugovi).

Prosjec¢no trajanje simptoma u skupini umjerenog OA kuka bilo je 2.5 godine i 3
godine u skupini bolesnika s izraZzenim OA.
Iako se OARSI zbroj znacajno razlikuje izmedu sve tri skupine, u usporedbi medu skupinama
umjerenog 1 izrazenog OA kuka nismo nasli znacajnih razlika (Slike 6. 1 7, Tablica 6.). Sli¢no,
ne postoji znacajna razlika medu skupinama u HHS 1 WOMAC zbrojevima, kao ni u broju
bodova vizualno analogne ljestvice. Nasuprot tome, postoji znacajna razlika Kellgren —
Lawrence (K-L) stupnja i zbroja po Krennu izmedu sve tri skupine, kao 1 medu skupinama
umjerenog i izrazenog OA (Tablica 6.). Broj slojeva sinovijalnog epitela, broj stanica strome 1
posebno upalni infiltrat se povecavaju s izrazenoS¢u OA. U sinovijalnim ovojnicama
kontrolne skupine nismo pronasli limfoidne folikule, a tek sporadi¢no su bili prisutni u
sinoviji skupine s ranim OA. U skupini bolesnika s izrazenim OA u Cetvrtini sinovijalnih

ovojnica smo pronasli limfoidne folikule.
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Slika 7. Sinovijalna ovojnica (prvi stupac) i hrskavica (drugi stupac) kontrolne skupine (A4) i
bolesnika s umjerenim (B), te izrazenim (C) osteoartritisom kuka (OAK). Bojanje
Hematoksilenom i Eozinom. Povecanje x40, mjerilo 40 um.
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4.2. Semikvantitativna i kvantitativna analiza dvostrukog imunofluorescencijskog

bojanja

Izrazaj iNOS u intimi pokazao je paraboli¢ni trend s najviSom razinom 6899 + 940,8
pozitivnih stanica po mm? u umjereno izrazenom OA kuka (Slika 8, Tablica 7.). Sli¢ni
rezultati su zabiljezeni u subintimi. Izrazaj BCL-2 bio je sli¢an u intimi umjerenog i izrazenog
OA kuka, ali u obje skupine veé¢i u odnosu na kontrolnu skupinu. Ekspresija BCL-2 u
subintimi je pokazala linearni trend povecanja ekspresije s izrazenoS¢u bolesti. Ispitivanjem
izrazaja MMP-9 u intimi, uoCen je linearni trend izmedu izrazenosti bolesti i ekspresije MMP-
9. S druge strane, ekspresija MMP-9 u subintimi pokazuje parabolicki trend s vrSnom razinom
od 3301 = 101,6 pozitivnih stanica po mm? u umjerenom OA kuka (Slika 8, Tablica 7.).
Izrazaj iNOS u intimi i subintimi pozitivno korelira sa zbrojem po Krennu u skupinama
umjerenog 1 izrazenog OA kuka. Ekspresija BCL-2 u intimi izraZenog OA kuka pozitivno
korelira sa zbrojem po Krennu, dok izrazaji BCL-2 u subintimi i MMP-9 u intimi i subintimi
nisu pokazali korelaciju sa zbrojem po Krennu (Tablica 8.). U odnosu na intenzitet bojanja
specificnim protutijelima u skupinama umjerenog OA kuka, izraZzenog OA kuka i1 kontrolne
skupine, opazili smo kako je najjaci intenzitet bojanja pokazao iNOS u umjerenom OA kuka,
BCL-2 u izrazenom obliku OA kuka te MMP-9 u umjerenom i izrazenom OA kuka (Tablica
9, Slike 10. i 11.). Svi ovi biljezi su se ko-lokalizirali sa stanicama specificnim za tkivo
(odnosno angiogenetskim stanicama, sinoviocitima slicnim fibroblastima, makrofagima i T-

limfocitima) (Slike 10.1 11.).
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Slika 8. Patoloska obiljezja i izrazaj BCL-2, MMP-9 i iNOS u intimi i subintimi bolesnika s
osteoartritisom kuka. Legenda: * p<(0.05, **** p<0.0001 za ANOVA; #, p<0.05 za test za
linearni trend; | p<0.05 za test za parabolicki (kvadratni) trend.
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Tablica 7. Razlika izmedu pregledanih patohistoloskih obiljeZja prema radiolosSkom stadiju
OAi WOMAC zbroju.

*RZ

Kontrola Umjereni OA Izrazeni OA p

srednja Srednja srednja

vrijednost vrijednost vrijednost
Sloj sinovijalnog epitela 1 0 3.1 0.28 3.06 0.65 69% <0.0001
Rezidentne stanice

0 2.67 1.03 2.75 0.65 60% <0.0001

strome
Upalni infiltrat# 0 0 1.17 041 2.56 0.89 74% <0.0001
BCL-2 u intimi 3110 407.8 3504 377.3 3506 263.8 23% 0.025
BCL-2 u subintimi# 4134 345.7 4460 218.9 7194 810.5 85% <0.0001
MMP-9 u intimi# 261 32.35 7223 171.7 7465 324.4 99% <0.0001
MMP-9 u subintimif 33.88 11.19 3301 101.6 2308 17.1 98% <0.0001
iNOS u intimit 727.3 41.14 6899 940.8 3792 367.8 95% <0.0001
iNOS u subintimi 59 10.38 6367 4050 409.9 68.45 68% <0.0001

ANOVA test; SD=standardna devijacija; # test za linearni trend <0.05; 7 test za parabolicni

trend <0.05.

Brojevi pregledanih BCL-2, MMP-9 i iNOS pozitivnih stanica su izrazeni kao broj stanica

Jmm?.
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Tablica 8. Korelacija izrazenosti bolesti (p) i zbroja po Krennu (a) s izrazajem iNOS, BCL-2 i
MMP-9 u intimi i subintimi bolesnika s OA.

Izrazenost bolesti
Kontrola Umjereni OA Izrazeni OA
a| B R®> | a B R? o B R?
iNOS u 0] 727.3 0 556.6 3003 98%%* 372.7 670.2 94%*
intimi (692.9- (446.2- (2212- (319.3- | (220-
761.6) 667) 3793) 426.1) 1120)
iNOS 0] 59 0 Pogleda | 7464 99%%* 67.45 -154.9 (- | 89%*
subintimi (49.3- ti sliku | (7023- (53.85- | 269.5-0)
68.7) 12. 7904) 81.04)
BCL-2u | 0| 3110 0 0 3504 0 177.2 2022 41%*
intimi (2769- (3108- (56.26- | (1003-
3451) 3900) 298.1) 3041)
BCL-u 0| 4134 0 0 4460 0 0 7194 0
subintimi (3845- (4230- (6762-
4423) 4689) 7626)
MMP-9u | 0| 261 0 0 7223 0 0 7465 0
intimi (234- (7043- (7292-
288) 7404) 7638)
MMP-9u | 0| 33.88 0 0 3252 0 0 2184 0
subintimi (23.42- (2652- (1304-
44.33) 3852) 3065)

"ANOVA p vrijednost za model; o — nagib;  — odsjecak (sjeciste). Podaci u zagradama
ukazuju na 95% CI.
Broj pregledanih iNOS, BCL-2 i MMP-9 pozitivnih stanica je izrazen kao broj stanica/mm’.
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Slika 9. Odnos zbroja po Krennu i izraZzaja iNOS u subintimi bolesnika s OA.
Kod bolesnika s umjerenim OA pokazan je bi-segmentalni linearni odnos izmedu izrazaja
iNOS i zbroja po Krennu (f= 7464, 95% CI: 7023 to 7904, R2 = 100%, p < 0.0001). Za
zbrojeve do sedam vrijedi pozitivna korelacija izrazaja iNOS i zbroja po Krennu (al=252.2,
95%CI: 179.6 to 325.4), za zbrojeve preko sedam korelacija je negativna (a2= —4044,
95%CIl: —4102 to —3987). Legenda: ol parametar nagiba prije tocke promjene u bi-
segmentalnom linearnom modelu, o2 parametar nagiba nakon tocke promjene u bi-
segmentalnom linearnom modelu, 5, odsjecak.

Tablica 9. Intenzitet bojanja specificnim protutijelima kod umjerenog OA, izraZenog OA i

kontrolne skupine.

Dijagnoza
protutijela Umjereni OA IzraZzeni OA Kontrola
iNOS +++ ++ +
BCL-2 ++ +++ ++
MMP-9 +++ +++ +

Tri plusa ukazuju na jaku reaktivnost, dva plusa ukazuju na umjerenu reaktivnost; jedan plus
ukazuje na blagu reaktivnost; minus ukazuje na nereaktivnost.
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Kako bismo dobili uvid u potencijalnu angiogenezu sinovijalnog tkiva u OA kuka, izraCunali
smo i dokumentirali broj stanica koje su ko-lokalizirale iNOS, BCL-2, MMP-9 i razlicite
biljege angiogeneze (Slika 10.). Broj VEGFR1+/iNOS+ stanica u intimi i subintimi pokazao
je  parabolicni trend s najveom  vrijednos¢u od 975.3+£10.27 (intima) 1
279.3+10.01(subintima) pozitivnih stanica po mm?, u umjerenom obliku OA kuka (Slika 12,
Tablica 10.). Naglasavamo kako je ekspresija VEGFR1+/iNOS + u subintimi bila skoro 12
puta veca u skupini umjerenog OA kuka u odnosu na kontrolnu skupinu. Broj CD31+/iNOS+
1 aktin +/iNOS+ stanica u intimi i subintimi pokazao je linearni trend s izrazenoSc¢u bolesti.
Najvisa razina CD31+/iINOS+ stanica zabiljezena je u skupini izrazenog OA kuka (75.75+6.2

pozitivnih stanica po mm?).

Kako bismo ispitali biologiju sinoviocita slicnih fibroblastima (SSF) u kontekstu anti-
apoptotske aktivnosti i remodeliranja ECM u intimi i subintimi, izra¢unali smo brojeve
vimentin+/BCL-2+ stanica gdje je primijec¢en linearni trend 1 vimentint/MMP-9+ stanica,
gdje je trend bio parabolican (najviSa razina od 194 + 2.82 pozitivnih stanica zabiljeZena u
umjerenom OA kuka). S druge strane, razmatrajuci stanice pozitivne na biljeg makrofaga
(CD68+) u istom kontekstu, bilo je ocito da su CD68+ stanice viSe izrazene u anti-
apoptotiCkom procesu (posebno u intimi skupine izrazenog OA kuka), nego u procesu
remodeliranja ECM u intimi 1 subintimi. Sli¢no tome, kod CD3+ stanica (biljeg T-limfocita)
ko-eksprimiranih s BCL-2, primijecen je paraboli¢ni trend u subintimi, dok je trend kod T-
limfocita ko-eksprimiranih s MMP-9 bio linearan u odnosu na izraZenost bolesti (Slika 12,

Tablica 10.).
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Slika 10. Sinovijalna ovojnica u bolesnika s OA kuka . VEGFRI pozitivne stanice (crveno) u
intimi i subintimi (prva strelica lijevo) i krvnim Zilama (strelice); iNOS pozitivne stanice
(zeleno) u krvnim zilama i okolnoj intimi i subintimi (strelice); DAPI (plavo) obojane jezgre.
Ko-lokalizacija VEGFRI1 i iNOS zajedno s DAPI obojanim jezgrama (glava strelice) je
prikazana u krajnjem desnom stupcu (preklopljeno); umjereni oblik OA kuka (4). CD31
pozitivne stanice (crveno) u krvnim zilama (strelice); iNOS pozitivne stanice (zeleno) u
krvnim Zilama okruzene subintimom i povr$nom intimom sinovijalne ovojnice (strelice); DAPI
(plavo) obojene jezgre; Ko-lokalizacija CD31 i iNOS zajedno s DAPI obojanim jezgrama
(glava strelice) je prikazana u krajnjem desnom stupcu (preklopljeno); izrazeni oblik OA
kuka (B). AKTIN pozitivne stanice glatkih miSica (crveno) u intimi sinovijalne ovojnice i
krvnim zilama (strelice); iNOS (zeleno) pozitivne stanice u krvnim Zilama, intimi sinovijalne
ovojnice (strelice) i okolnoj subintimi sinovijalne ovojnice; DAPI (plavo) bojanje jezgara,
Ko-lokalizacija AKTIN i iNOS-a zajedno s DAPI bojanjem jezgara je prikazana u intimi
sinovijalne ovojnice i krvnim Zilama (glava strelice) u krajnjem desnom stupcu
(preklopljeno); izrazeni oblik OA kuka (C). Povecanje x40, mjerna ljestvica 80um.
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VIMENTIN
¥

Slika 11. Sinovijalna ovojnica u bolesnika s OA kuka. Vimentin (crveno) sinoviociti slicni
fibroblastima i BCL-2 (zeleno) pozitivne stanice u intimi i subintimi (strelice); DAPI (plavo)
bojanje jezgri; Ko-lokalizacija VIMENTIN i BCL-2 zajedno s DAPI obojanim jezgrama
prikazana je u intimi i limfoidnom folikulu (glava strelice) u krajnjem desnom stupcu
(preklopljeno); izrazeni oblik OA kuka (A). CD68 (crveno) makrofagi i BCL-2 (zeleno)
pozitivne stanice u intimi i subintimi sinovijalne ovojnice (strelice); DAPI (plavo) obojane
jezgre; Ko-lokalizacija CD68 i BCL-2 preklopljeno s DAPI obojanim jezgrama je prikazana u
intimi i limfoidnom folikulu (glava strelica) u krajnjem desnom stupcu (preklopljeno);
izrazeni oblik OA kuka (B). CD3 (crveno) i MMP-9 (zeleno) u intimi i subintimi sinovijalne
ovojnice (strelice); DAPI (plavo) bojanje jezgri; ko-lokalizacija CD3 i MMP-9 udruzeno s
DAPI bojanjem jezgara je prikazana u intimi i subintimi (glava strelice) u krajnjem desnom
stupcu (preklopljeno) u umjerenom obliku OA kuka (C). CD3 (crveno) i MMP-9 (zeleno)
pozitivne stanice u intimi i subintimi sinovijalne ovojnice (strelice); DAPI (plavo) bojanje
jezgara, ko-lokalizacija CD3 i MMP-9 zajedno s DAPI obojenim jezgrama prikazana je u
intimi i limfoidnom folikulu (glava strelice) u krajnjem desnom stupcu (preklopljeno) u
izrazenom obliku OA kuka (D). Umetnuto: negativna kontrola limfnog ¢vora. Povecanje x40,
mjerna ljestvica = 80 um.
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Slika 12. Izrazaj VEGFRI, CD31, BCL2 i MMP-9 u stanicama krvnih Zila (A), sinoviocitima
slicnim fibroblastima (B) i makrofagima i T-stanicama (C) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s
OA.

Legenda: osteoartritis;, **** p < 0.0001 za ANOVA; # p < 0.05 za test za linearni trend; T p
< 0.05 za test za parabolicki (kvadratni) trend.
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Tablica 10. Razlika izmedu pregledanih patohistoloskih karakteristika prema ispitivanim

skupinama.

Dijagnoza

Kontrola Umjereni OA | Izrazeni OA *R? P

sr.vr. | SD sr.vr. | SD sr.vr. | SD
VEGFR1+/iNOS+ | 462.8 | 8.12 | 9753 | 10.27 | 417.6 | 10.19 | 99.8% | <0.0001
u intimit
VEGFR1+/iNOS+ | 2438 | 3.24 | 2793 | 10.01 | 88.88 | 5.53 99.5% | <0.0001
u subintimit
CD31+/iNOS+ u | 1.87 0.64 |3.16 0.75 3.63 1.2 37% 0.0018
intimi#
CD31+/iNOS+ u | 28.5 3.5 33.83 | 2.7 75.75 6.2 95% <0.0001
subintimi#
actint/iNOS+ u | 11.88 | 2.4 26.67 | 5.35 34.63 | 3.7 87% <0.0001
intimi#
actint/iNOS+ u | 41.25 | 4.13 | 61.17 | 4.02 81.88 |43 94% <0.0001
subintimi#
vimentin+/BCL-2+ | 1.12 099 | 1833 | 2.8 36.25 | 3.7 96% <0.0001
u intimi#
vimentin+/BCL-2+ | 8.12 223 | 31.5 3.08 |73.5 4.48 98% <0.0001
u subintimi#
CD68+/BCL-2+ u | 2.12 1.2 59.17 | 337 | 2975 |5.61 99% <0.0001
intimi#
CD68+/BCL-2+ u | 5.12 1.35 | 31.33 | 2.16 |61.81 |[2.85 99% <0.0001
subintimi#
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subintimi#

CD3+/BCL-2+ u | 1.12 0.64 | 24.17 | 3.18 18.44 | 3.61 89% <0.0001
intimi

CD3+/BCL-2+ u | 6.75 1.58 | 35.17 | 3.18 26.5 2.55 95% <0.0001
subintimif

vimentint/MMP- 6.87 1.5 194 2.82 172.6 | 5.84 99% <0.0001
9+ u intimif

vimentint/MMP- 2.75 0.7 37.5 3.27 20.69 | 2.6 96% <0.0001
9+ u subintimif

CD68+/MMP-9+ 20.38 | 2.38 | 563.5 | 21.32 | 570.5 |4.42 99% <0.0001
u intimi

CD68+/MMP-9+ 12.13 | 1.72 | 46.5 3.93 53.06 |32 97% <0.0001
u subintimi

CD3+/MMP-9+ u | 0 0 46.5 4.68 74.69 | 434 | 98% <0.0001
intimi#

CD3+/MMP-9+ u | 3.62 0.74 | 75.67 | 3.77 188.8 | 8.19 | 99% <0.0001

*ANOVA test; SD=standardna devijacija; # test za linearni trend <0.05; 1 test parabolicni

trend <0.05

Brojevi pregledanih BCL-2, MMP-9 and iNOS pozitivnih stanica su izrazeni kao broj

stanica/mm’

; Sr. vr. — srednja vrijednost.

40




5. RASPRAVA

OA ima elemente upalnih dogadaja u kojima vaznu ulogu imaju makrofagi i
sinovijalna ovojnica. Studije OA zgloba koljena pokazale su povezanost sinovitisa i progresije
bolesti (85), kao 1 povezanost sinovitisa s osjetom boli kvantificiranog vizualno-analognom
ljestvicom (86). Makrofagi i SSF sinovijalne ovojnice izlu¢uju MMPe (87). Obzirom na
vaznu pro-upalnu ulogu sinovijalnih makrofaga, SSF i T-limfocita (88) u patogenezi OA, u
ovom radu smo odlucili istraziti njihovu ko-lokalizaciju s iNOS, BCL-2 i MMP-9 kako bi
bolje razumjeli upalne promjene sinovijalne ovojnice kuka u OA.

Nasi rezultati ukazuju na upalni proces, proces pregradnje i proces prezivljenje tkiva u
sinovijalnim ovojnicama kuka kod OA. Analizom BCL-2 (prezivljenje upalnog tkiva), iNOS
(vazna pro-upalna i angiogenetska molekula) i MMP-9 (razgradnja tkiva i angiogeneza) u
sinovijalnoj ovojnici kuka, htjeli smo utvrditi povezanost izraZzaja navedenih biljega s
histoloSkim promjenama sinovijalne ovojnice kuka tijekom OA. Usporedbom skupina
umjerenog i izrazenog OA kuka definiranih K-L stupnjem i zbrojem po Krennu, nismo
pronasli razlike u HHS i WOMAC zbrojevima kao ni u VAS ljestvici. HHS i WOMAC
zbrojevi se osnivaju na mjerenju opsega pokretljivosti zgloba, procjeni poteskoca u
svakodnevnim aktivnostima 1 intenzitetu boli. Na poteSkoce bolesnika pri izvodenju
svakodnevnih aktivnosti utjeCu opseg pokreta i intenzitet boli. Stoga, moze se nagadati da
zbroj po Krennu ne utjeCe na kontrakturu zgloba ili osjet boli. Kako se HHS 1 WOMAC
zbrojevi sastoje od vise komponenti tesko je zakljuciti ima li zbroj po Krennu utjecaj na neku
od komponenti (opseg pokreta, poteSkoce pri svakodnevnim aktivnostima i intenzitet boli). U
izraZzenom obliku OA kuka, vjerojatni uzrok smanjene pokretljivosti su kontrahirana zglobna
cahura 1 prisutnost velikih ostefita, dok je kod umjerenog OA kuka smanjenje HHS 1
WOMAC zbrojeva u usporedbi sa zdravim osobama vjerojatno uzrokovano intenzivhom boli
uslijed izraZenog sinovitisa.

Na$ rad pokazuje kako se broj slojeva sinovijalnog epitela, broj stanica strome i upalni
infiltrat povecavaju s izrazenoS¢u OA kuka definiranom zbrojem po Krennu i K-L stupnjem,
vjerojatno zato S$to upalna reakcija postaje kroni¢na. Ogranic¢enje istraZivanja je nedostatak
skupine ranog OA kuka. Naime, tkivo je uzorkovano tijekom operacija aloartroplastike zgloba
kuka, a taj zahvat nije indiciran kod bolesnika s ranim OA kuka.

Prethodne studije su potvrdile postojanje limfoidnog infiltrata u sinovijalnoj ovojnici kod OA.

U studiji OA koljena pronaden je kod pet od dvadeset sinovijalnih membrana (89), dok su u
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studiji koja je istrazivala OA kuka i1 koljena, nakupine CD3+ stanica pronadeni su u 65%
sinovijalnih membrana (89). Nase istrazivanje je ustanovilo postojanje limfoidnog infiltrata u
jednoj Cetvrtini sinovijalnih ovojnica u skupini s izrazenim OA kuka. Limfoidni agregati bili
su prisutni samo u izrazenom obliku OA. Upalna reakcija kod osteoartritisa se ponesto moze
razlikovati izmedu pojedinih zglobova, obzirom na biomehanicke 1 anatomske razlike. Zglob
koljena, primjerice, sadrzi infrapatelarno masno tkivo koje je izvor proupalnih citokina (90),
dok takav izvor pro-upalnih ¢imbenika u zglobu kuka ne postoji.

Studije OA koljena su pokazale kako su T-limfociti najzastupljenije stanice limfoidnog
infiltrata u OA (91) te predstavljaju oko 22% imunoloskih stanica koje infiltriraju sinovijalnu
ovojnicu u OA. Najbrojnije imunoloske stanice upaljene sinovijalne ovojnice u OA koljena su
makrofagi koji ¢ine oko 65% upalnog infiltrata (92). NaSe istrazivanje potvrduje da su
najzastupljenije stanice u sinoviji kuka kod OA makrofagi Sto smo zakljucili na temelju
velikog broja CD68+/MMP-9+ 1 CD68+/BCL-2+ stanica u sinovijalnoj ovojnici. Iako je
koriStenje biljega za razlikovanje tipova stanica uobicajen postupak, identifikacija stanica
samo jednim povrsinski biljegom nije jednoznacna, stoga ove rezultate treba tumaciti
pazljivo. Drugo ograni¢enje istrazivanja je $to studija nije ukljucila funkcionalnu ulogu
pojedinih biljega, naime studija je ustrojena kao opservacijska. Stoga, razlike u istraZivanim

biljezima mozda nemaju dominantnu ulogu u progresiji OA.

Na proces upale utjece iINOS (93). Ostoji¢ 1 sur. su u svojoj studiji pokazali veéi izraZaj
iNOS-a u sinovijalnoj ovojnici radioloski i histoloski dokazanog ranog OA koljena, nego u
sinovijalnoj ovojnici uznapredovalog OA koljena (94). Iako nismo imali skupinu bolesnika s
ranim OA, naSi su rezultati bili u skladu s tim. Naime, u skupini umjerenog OA kuka
zabiljezili smo viSu razinu iNOS-a uz niZi zbroj po Krennu u odnosu na skupinu s izraZzenim
OA kuka. Moguce je kako viSa razina ekspresije iNOS-a prethodi jakom sinovitisu koji se
oCituje viSim zbrojem po Krennu u skupini izrazenog OA. Ustanovili smo pozitivnu
korelaciju zbroja po Krennu izmedu kontrolne skupine 1 obje skupine OA kuka. Zbroj po
Krennu se temelji na zadebljanju sinovijalnog epitela, broju stanica sinovijalne strome i
prisustvu leukocitnog infiltrata (95). Izrazaj BCL-2 je povisen u obje skupine OA kuka te ima
linearan trend u subintimi u skupini s izrazenim OA kuka, $to naglasava vaznost anti-
apoptotskog mehanizma u upalnim stanicama sinovijalne ovojnice kao 1 u sinoviocitima
sli¢nim fibroblastima. Anti-apoptotski mehanizam u stanicama sinovijalne ovojnice vjerojatno

pridonosi upali. Primijetili smo izrazitu ko-lokalizaciju iNOS i VEGFR1 pozitivnih stanica,
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posebice u subintimi umjerenog oblika OA, §to je u suglasju s ¢injenicom kako iNOS utjeCe
na upalni proces. Upalno promijenjena sinovija u OA proizvodi faktor rasta vaskularnog
endotela, VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) koji poti¢e angiogenezu (96).
Angioneza je prisutna u svim stadijima OA te je povezana s kroni¢nim sinovitisom (97).
Nasuprot tome, u nasoj studiji smo ustanovili ve¢u ko-lokalizaciju iNOS sa zrelim krvnim
zilama, odnosno CD31 pozitivnim i aktin pozitivnim stanicama, u skupini bolesnika s
izrazenim OA. Analiziraju¢i ko-lokalizaciju vimentint/MMP-9+ stanica izmedu istrazivanih
skupina, €ini se kako je proces pregradnje ECM najizrazeniji u skupini bolesnika s umjerenim
OA, dok se sposobnost prezivljenja sinoviocita sli¢nih fibroblastima povecava s izrazenoscu
bolesti. Povecan izrazaj BCL-2 je dokumentiran u sinoviocitima slicnim fibroblastima
sinovijalnih ovojnica kod reumatoidnog artritisa gdje doprinosi upalnom procesu (98). Malo
se zna o izraZzaju BCL-2 u stanicama sinovijalne ovojnice u OA. Mi smo zabiljeZili sli¢an, ali
manje intenzivan proces u sinovijalnim ovojnicama OA kuka. Sinoviociti sli¢ni fibroblastima
zaSti¢eni od apoptoze, mogu pridonijeti upalnom procesu sinovijalne ovojnice u OA kuka.
Opazena ko-lokalizacija makrofaga s BCL-2, osobito u intimi izrazenog oblika OA, implicira
njihov dugi zivotni potencijal. Snazna ko-lokalizacija makrofaga i MMP-9 u obje skupine OA
kuka je oc¢ekivana obzirom na njihovu ulogu u patogenezi OA (24). T-limfociti imaju svoju
pomagacku ulogu u subintimi umjerenog oblika OA kuka, dok ko-lokaliziraju BCL-2 i
pridonose procesu pregradnje u izrazenom obliku OA. Zaklju¢no, procesi pregradnje ECM
matriksa 1 angiogeneze u sinovijalnoj ovojnici kuka mogli bi biti izraZeniji u umjerenom
obliku OA kuka, dok je izrazeni oblik OA kuka obiljeZen fibrozom i zavrSenom

angiogenezom s infiltracijom makrofagima zasticenim od apoptoze.
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6. ZAKLJUCCI

1. Usporedbom skupina umjerenog i izrazenog OA kuka definiranih zbrojem po Krennu i K-L
stupnjem, nema razlike u HHS 1 WOMAC zbrojevima kao ni u VAS ljestvici.

2. Broj slojeva sinovijalnog epitela, broj stanica strome i upalni infiltrat se povecavaju s
izrazenos¢u OA kuka definiranom zbrojem po Krennu i K-L stupnjem.

3. Limfoidni folikuli nisu prisutni u sinovijalnim ovojnicama kontrolne skupine, a tek
sporadi¢no su prisutni u sinovijalnoj ovojnici skupine s umjerenim OA kuka. U Cetvrtini
sinovijalnih ovojnica skupine s izrazenima OA kuka prisutni su limfoidni folikuli. Limfoidni
agregati su prisutni samo u sinoviji izrazenog OA kuka.

4. Najzastupljenije stanice u sinoviji kuka kod OA su makrofagi Sto se zakljucuje na temelju
velikog broja CD68+/MMP-9+ 1 CD68+/BCL-2+ stanica u sinovijalnoj ovojnici.

5. U skupini umjerenog OA kuka je visa razina iNOS-a uz nizi zbroj po Krennu u odnosu na
skupinu s izrazenim OA kuka.

6. Postoji pozitivna korelaciju zbroja po Krennu izmedu kontrolne skupine i obje skupine OA
kuka.

7. Izrazaj BCL-2 je poviSen u sinovijalnim ovojnicama obje skupine OA kuka te ima linearan
trend u subintimi u skupini s izrazenim OA kuka.

8. Izrazaj MMP-9 u intimi je povisen s linearnim trendom u odnosu na izrazenost bolesti.

9. Ekspresija MMP-9 u subintimi pokazuje parabolicki trend s najviSom razinom u
umjerenom OA kuka.

10. Postoji izrazita ko-lokalizaciju iNOS 1 VEGFRI1 pozitivnih stanica, posebice u subintimi
umjerenog oblika OA.

11. Ustanovljena je izrazena ko-lokalizacija iNOS sa zrelim krvnim Zilama, odnosno CD31
pozitivnim 1 aktin pozitivnim stanicama u skupini bolesnika s izraZzenim OA.

12. NajizraZenija ko-lokalizacija vimentin+/MMP-9+ stanica jest u umjerenom obliku OA.

13. Ko-lokalizacija vimentin+/BCL-2+ stanica se povecava s izrazenosti OA kuka.

14. Makrofagi pokazuju izrazenu ko-lokalizaciju s BCL-2, osobito u intimi izrazenog oblika

OA kuka.

44



7. SAZETAK

Osteoartritis kuka (OAK) je karakteriziran razgradnjom hrskavice i sinovitisom zgloba
kuka. Medutim, patohistoloski ucinci upale sinovijalne ovojnice na OAK nisu jasni. Cilj ove
studije bio je ustanoviti izrazaj iNOS, BCL-2 i MMP-9 u razli¢itim tipovim stanicama
sinovijalne ovojnice. Retrospektivno smo analizirali 32 bolesnika. Dokumentirali smo dob,
spol, tjelesnu tezinu i visinu, indeks tjelesne mase ta analizirali sinoviocite sli¢ne
fibroblastima, makrofage i limfocite u rezovima tkiva. Stupnjevali smo OAK uz pomoé
OARSI (engl. osteoarthritis cartilage histopathology assessment system) zbroja, WOMAC
(engl. Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index) 1 HHS (engl. Harris
Hip Score) zbroja, zbroja po Krennu i K-L (engl. Kellgren-Lawrence) zbroja. Operacija
potpune aloartroplastike kuka napravljena je u 32 bolesnika, ukljucujuci kontrolnu skupinu.
Bolesnike smo podijelili u dvije skupine obzirom na izraZzenost bolesti. Tkiva smo analizirali
imunohistokemijskim metodama. Postoji razlika u zbroju po Krennu i K-L zbroju izmedu sve
tri skupine, ali i izmedu skupina umjerenog i izrazenog oblika OAK. Broj slojeva epitela,
rezidentnih stanica strome i posebno limfocitni infiltrat se povecavaju sukladno izrazenosti
OAK. Izrazaj iNOS, u intimi 1 subintimi pozitivno korelira sa zbrojem po Krennu u
skupinama s umjerenim 1 izraZenim OAK. IzraZzaj BCL-2 u intimi u skupini izraZzenog OAK
pozitivno je povezan sa zbrojem po Krennu. Zaklju¢no, iNOS, BCL-2 i MMP-9 su ukljuceni
u regulaciju OAK. Ova studija ukazuje na povezanost patohistoloskih znacajki, upale
sinovijalne ovojnice 1 stanja hrskavice zgloba kuka u bolesnika operiranih zahvatom ugradnje

potpune aloartroplastike zgloba kuka zbog OA ili prijeloma.
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8. SUMMARY

Osteoarthritis (HOA) is characterized by degradation of the cartilage and synovitis.
However, the pathohistological effects of synovial tissue inflammation on HOA are not clear.
The aim of this study was to evaluate the expression of iNOS, BCL-2 and MMP-9 markers in
different synovial cell populations. A total of 32 patients were evaluated retrospectively.

Age, sex, height, weight, body mass index were recorded and lymphocyte, fibrocytes and
macrophages were analysed in tissue sections. Osteoarthritis cartilage histopathology
assessment system (OARSI), Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis
Index (WOMAC), Krenn score, Harris Hip Score (HHS) and Kellgren—Lawrence (K-L)
grading of the hip joints were performed. Total hip arthroplasty wasperformed on 32 patients
and controls. Patients were divided into two groups according to their disease severity. The
tissues were immunohistochemically analysed. K-L grade and Krenn score differ between all
three groups, but also between moderate and severe OA. Synovial lining cell layer, resident
cells in stroma and especially inflammatory infiltration were increasing with severity of

OA. iNOS expression in both intima and subintima was positively correlated with Krenn
score in moderate and severe osteoarthritis (OA) groups. Expression of BCL-2 in intima of
severe OA patients was positively correlated with Krenn score. In conclusion, iNOS, BCL-2
and MMP-9 are involved in the regulation of HOA. Our study indicates a relationship
between the pathohistological features, the synovial inflammation and the cartilage condition

at the time of hip replacement due to OA or femoral neck fracture.
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